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La contaminación mixta afecta actualmente a más de un tercio de los suelos contaminados del
planeta,  por  eso,  es  necesario  estudiar  técnicas  respetuosas  con  el  medio  ambiente  capaces  de
realizar una gestión eficiente de los recursos de un suelo contaminado, degradado y empobrecido, y
revalorizarlo mediante su descontaminación,  recuperación de la  salud del  suelo y revegetación.
Todo este proceso genera biomasa vegetal que puede ser aprovechada para generar biocombustible,
reduciendo el coste del proceso. El cromo posee dos estados de valencia, siendo el Cr(VI) el más
tóxico para todos los organismos. El lindano es un pesticida orgánico ampliamente usado durante
décadas perjudicial para los seres humanos y el medio ambiente. En este trabajo se pretende utilizar
diferentes tecnologías de biorremediación para reducir  en un suelo con contaminación mixta la
biodisponibilidad  del  Cr  (VI)  y  del  lindano,  así  como  mejorar  el  estado  de  salud  del  suelo
contaminado. Para ellos se contaminó un suelo empobrecido recogido en los alrededores de la zona
industrial de Jundiz (Vitoria). Las muestras de suelo fueron contaminadas con dos concentraciones
conocidas de los contaminantes (control, 100 ppm Cr (VI) + 10 ppm lindano y 300 ppm de Cr (VI)
+ 10 ppm de lindano) y a la mitad de ellos se le añadió enmienda orgánica. Se dejaron estabilizar
los contaminantes en el  suelo y después se aplicaron los tratamientos biológicos  (un consorcio
bacteriano aislado de un suelo contaminado con Cr (VI) y lindano, y plantas de la especie Brassica
napus). La bioestimulación con materia orgánica de los suelos resultó ser muy eficaz para disminuir
la  biodisponibilidad  del  Cr  (VI),  reduciendo su toxicidad,  y  mejorando la  actividad y biomasa
microbianas,  bioindicadores  de  la  salud  del  suelo.  La  inoculación  del  consorcio  bacteriano
(biaoumentación) tuvo efectos positivos en la reducción del Cr(VI) y del lindano, mientras que la
presencia de plantas mejoró la biodiversidad de microorganismos del suelo. La acción conjunta de
las tecnologías de bioestimulación, biaumentación y fitorremediación fue la forma más eficaz de
reducir la biodisponibilidad de los contaminantes y de mejorar la salud del suelo. 
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Abstract
Nowadays mixed pollution affects more than one third of the polluted soils in the world, therefore is
needed to study harmless tecniques for the enviroment capable of doing an efficient management of
the resources of a contaminated, degraded and depleted soil, and revalue it by its descontamination,
soil health recuperation and revegetation. These actions generate vegetal biomass that can be use to
make biofuel, reducing the costs. Chrome has two states of valencia, being Cr (VI) the most toxic
for  the  organisms.  Lindane  is  an  organic  pesticide  widely used  for  decades  that  is  harmful  to
humans and  environment. This study aims to use different biorremediation technologies to reduce
Cr (VI) and lindane bioavailability in soil,  and to improve polluted soil  health status.  Soil  was
collected around industrial zone of Jundiz (Vitoria). Soil samples were polluted with two known
concentrations of the contaminants (control,  100 ppm Cr (VI) + 10 ppm lindane,  and 300 ppm
Cr(VI)  +  10  ppm  lindane),  and  to  half  of  the  samples  was  added  an  organic  amendment.
Contaminants stabilized for one month in the soil and then were applied the biologic treatments (a
bacteria consortium isolated from a polluted soil  with Cr (VI) and lindane,  and plant especies,
Brassica napus). Soil bioestimulation with organic matter was very effective in decreasing Cr (VI),
reducing its toxicity and improving microbial activity and biomass, bioindicators of soil health.
Inoculation of bacterian consortium (bioaugmentation) and presence of plants had positive effects in
Cr (VI) and lindane reduction, while plant presence improved microorganism biodiversity of soils.
Joint action of bioestimulation, bioaugmentation anf phytoremediation was the most effective way
to reduce contaminant  bioavailability and to improve soil health.
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Introducción
El  gran  crecimiento  durante  el  siglo  pasado de  la  industria  y  la  agricultura  ha  producido  una
degradación del medio ambiente, debido a las actividades incontroladas que se han desarrollado
durante estas décadas, vertiendo compuestos tóxicos al medio con los efectos perjudiciales que ello
conlleva para el ser humano y los ecosistemas. En la actualidad se ha visto que la contaminación
mixta por metales pesados y compuestos orgánicos tiene un gran impacto ya que más de un tercio
de los suelos contaminados tienen más de un tipo de contaminante (Tang  et al., 2010; Mansour,
2012).  Esta  contaminación es  más  habitual  en  zonas  industriales  y  sus  alrededores,  vertederos,
lugares  de  reciclaje  de  residuos,  suelos  y  sedimentos  de  carreteras,  vías  férreas,  etc.  (Volke
Sepúlveda y Velasco Trejo, 2002), sobre todo debido a una mala gestión y vertido de desechos
(Kabata-Pendias,  2011):  Además,  la  inapropiada  utilización  de  pesticidas  y  fertilizantes  ha
provocado también una degradación en ecosistemas naturales (Johri  et al.,  2000; Phillips  et al.,
2005). A pesar de que se conocen bien los efectos negativos de estos contaminantes y como pueden
afectar perjudicialmente a la salud humana y del medio ambiente, el reto para el futuro próximo es
su eficiente inactivación o eliminación del suelo.
La revolución industrial contribuyó a la dispersión de forma incontrolada de compuestos tóxicos,
principalmente metales pesados, aunque también compuestos orgánicos derivados del petróleo. El
cromo (Cr), es el séptimo más abundante de la corteza terrestre (Katz y Salem, 1994), sin embargo,
ha sido un metal pesado poco estudiado entre otras razones por el hecho de ser ubicuo en el medio.
Posee dos estados de valencia estables, el Cr (III) y el Cr (VI) que son los más predominantes en la
naturaleza (Elzinga y Cirmo, 2010). El Cr (VI) es muy soluble en agua y más móvil, mientras que el
Cr (III) muestra una pobre solubilidad y es más fácilmente adsorbido por las superficies de los
minerales del suelo (Polti et al., 2007). El Cr (VI) es un potente contaminante que se caracteriza por
su  toxicidad  crónica,  neurotoxicidad,  dermatoxicidad,  genotoxicidad,  inmunotoxicidad  y  su
capacidad carcinogénica (USEPA 1999; Bagchi  et al.,  2002). La mayor parte de las técnicas de
descontaminación de suelos con Cr (VI) se basan en la reducción de Cr (VI) a Cr (III), ya que es
una técnica par reducir  la biodisponibilidad de este metal,  incluso a pesar  de que el  Cr (III)  a
concentraciones elevadas puede resultar tóxico tanto para animales como para plantas (Shanker et
al., 2009). El Cr (VI) es altamente reactivo con otros elementos lo que le hace ser más tóxico que el
Cr (III)  (Elzinga y Cirmo,  2010; Landrot  et  al.,  2012).  Generalmente el  Cr (VI) predomina en
ambientes ricos en oxígeno y con pH que varía entre neutro y alcalino (Ball y Izbicki, 2004) por lo
que pHs bajos ayudan a disminuir su biodisponibilidad (Zeng et al., 2008).
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La revolución agrícola que llegó impulsada por la revolución industrial precedente se basó en la
mejora de los sistemas de agricultura, la mejora de las semillas y también de la producción a gran
escala de pesticidas y herbicidas. A escala mundial el ejemplo más notorio fue el DDT (dicloro
difenil tricloroetano). Sin embargo, existen pesticidas menos conocidos como es el lindano, que ha
sido  uno  de  los  que  más  problemas  medioambientales  ha  causado.  El  lindano  (1,2,3,4,5,6-
hexaclorociclohexano) es un compuesto organoclorado comúnmente usado como pesticida y se ha
descrito  que  causa  diversos  efectos  tóxicos  entre  los  que  destaca  la  insuficiencia  respiratoria
(Tewari et al., 2016). Su uso extensivo, su estabilidad química (posee baja tasa de degradación) y su
capacidad de bioacumulación y biomagnificación, gracias a su capacidad de unirse a los lípidos,
hacen  que  sea  una  molécula  muy  persistente  en  el  ecosistema  y  tóxica  para  los  organismos
(Snedeker et al., 2001).
Estos  compuestos  tan  perjudiciales  han  sido  liberados  al  medio  ambiente  durante  décadas
generando que la contaminación de los suelos sea un problema grave al que se le intenta buscar una
solución  efectiva  y  económicamente  viable.  La  eliminación  de  los  contaminantes  por  métodos
físico-químicos tiene un alto impacto sobre el medio natural, especialmente sobre el suelo, y un
gran coste económico. No obstante, otras tecnologías más amables con el medio ambiente han ido
ganando importancia en los últimos años como la biorremediación y la fitorremediación.
Los procesos  de biorremediación en suelos  contaminados involucran un grupo de técnicas  que
incluyen  la  atenuación  natural  (por  los  microorganismos  endógenos),  el  bioaumento  (por
microorganismos exógenos) y la bioestimulación (por el agregado de sustancias exógenas como
compost, urea, ácidos húmicos, surfactantes, entre otros) (Haritash y Kaushik, 2009; Covino et al.,
2010; Sayara et al., 2010).
La fitorremediación usa especies vegetales y su microbioma para extraer, inmovilizar o degradar los
contaminantes  siendo una  técnica  más  barata  y  segura  para  los  humanos  y  el  medio  ambiente
(Fischerová et al., 2006), considerando también la recuperación de la salud del suelo. Esta técnica
se  puede  mejorar  al  aplicar  otras  tecnologías  de  biorremediación  que  aumenten  su  eficacia  y
mejoren la salud del suelo, denominadas tecnologías de fitorremediación-asistida. Por ejemplo, la
introducción de bacterias promotoras del crecimiento vegetal, las PGPB (Plant Growth Promoting
Bacteria),  que  además  de  ayudar  en  el  desarrollo  y  crecimiento  de  las  plantas  (mejorando  la
eficiencia del sistema radicular) pueden también promover la disminución de la biodisponibilidad
de metales  en  la  rizosfera  (Saravanan  et  al.,  2007)  y mejorar  la  tolerancia  de las  plantas  a  la
toxicidad de los  metales  pesados (Dell'Amico  et  al.,  2008;  Zhang  et  al.,  2012).  Así  mismo es
frecuente el aislamiento y la identificación de cepas bacterianas autóctonas de la zona contaminada,
4
su selección por su capacidad de mejorar la zona rizosférica de las plantas o por sus propiedades de
degradación  de  compuestos  orgánicos  y  finalmente  su  reintroducción  como  cepas  aisladas  o
formando consorcios bacterianos que aumentan las capacidades de las cepas individuales (Polti et
al. 2014). 
Con  frecuencia  las  zonas  contaminadas  presentan  suelos  pobres  en  nutrientes  en  los  que  el
desarrollo de las especies vegetales y de los microorganismos se ven comprometidos tanto por la
contaminación como por la escasez de nutrientes. De hecho una de las técnicas más utilizadas y
avaladas por estudios como el de Clemente et al. (2005) es la adición de enmiendas orgánicas para
mejorar  el  estado  nutricional  del  suelo  y  favorecer  el  crecimiento  y  la  supervivencia  de  los
organismos en esos suelos en condiciones desfavorables, mejorando a su vez la salud del suelo. Hoy
en  día  hay múltiples  subproductos  de  la  industria  o  incluso  los  residuos  sólidos  urbanos,  que
debidamente analizados (para el  control de los contaminantes que puedan acumular)  y tratados
(procesos de fermentación, compostación, etc…) puedan ser utilizados como enmiendas orgánicas
para mejorar la salud del suelo en zonas degradadas (Burges et al., 2016). De esta forma se logra
evitar el almacenamiento y confinamiento de estos residuos en vertederos con las consiguientes
afecciones para el medio natural en las zonas en que se sitúan estas infraestructuras. 
La elección de la especie vegetal para la fitorremediación de los suelos contaminados depende de
varios factores: i) la aclimatación de la especie elegida a las condiciones climatológicas del entorno;
ii) la capacidad de la especie para su crecimiento y desarrollo en suelos pobres y degradados; iii) la
tolerancia de la especie a los contaminantes que se encuentran en la zona que se quiere remediar.
Las especies del género  Brassica son una buena elección como plantas fitorremediadoras ya que
toleran y acumulan compuestos tóxicos, presentan gran crecimiento vegetativo incluso en suelos
con condiciones desfavorables para su cultivo (Gill et al., 2016), y que además de mejorar el estado
del suelo podemos obtener  económico ya que este cultivo es una fuente de biocombustible (Yu et
al., 2012; Terzi y Yildiz, 2014). Por estas razones Brassica napus, o colza, es una candidata idónea
como planta fitorremediadora, también por el hecho de haber sido testada para la extracción de
otros contaminantes (Dąbrowska et al., 2016; Pan et al., 2016).
Poder reutilizar suelos contaminados en los cuales no es posible su uso para la agricultura o para su
revegetación es un objetivo mundial. La salud del suelo, definida por un conjunto de características
biológicas, químicas y físicas, es un factor importante a la hora de recuperar estos suelos. La salud
del suelo afecta directamente a la capacidad de resiliencia del suelo haciendo que sea más o menos
vulnerable  a  las  perturbaciones.  Actualmente  ya  han  sido  desarrollados  y  testados  diversos
bioindicadores para medir la salud del suelo (Trasar-Cepeda et al., 2000; Van Bruggen y Semenov,
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2000; Nielsen et al., 2002; Anderson, 2003), destacando entre ellos los microorganismos, debido a
su capacidad de responder rápidamente a los cambios ambientales.  Existen muchos indicadores
microbianos pero la diversidad funcional de los microorganismos del suelo ha sido ampliamente
usada para evaluar la salud del suelo (Epelde et al., 2008). La respiración microbiana también puede
funcionar  como  indicador  de  la  salud  del  suelo  y  permite  estimar  la  biomasa  y  la  actividad
microbiana facilitando la evaluación de la salud del suelo (Nielsen et al., 2002; Ritz et al., 2009). 
Hipótesis y objetivos
La hipótesis planteada es que en suelos con contaminación mixta de cromo y lindano el uso de
tecnologías  de  biorremediación  y  fitorremediación  disminuyen  la  biodisponibilidad  de  los
contaminantes en el suelo y mejoran la salud de ese suelo. 
El objetivo de este trabajo, a la vista de la hipótesis planteada, es evaluar el efecto individual y
combinado de una enmienda como bioestimulador, de un consorcio bacteriano como bioaumentador
y del potenial fitorremediador (fitoextractor) de B. napus, para descontaminar suelos contaminados
con Cr (VI) y lindano. Para realizar este objetivo nos hemos planteado dos objetivos más concretos:
i)  Evaluar  la  descontaminación  del  suelo  atendiendo  especialmente  a  la  reducción  de  la
concentración y/o biodisponibilidad de Cr y lindano; ii) Evaluar la recuperación o mejora del estado




Se diseñó un experimento en microcosmos donde se utilizó suelo extraído de una zona degradada
entorno al  polígono  industrial  de  Jundiz  (Vitoria). El  suelo  antes  de  ser  tratado  se  tamizó.  La
caracterización  físico-química  del  suelo  extraído  (Anexo 1)  muestra  que  es  un  suelo  pobre  en
nutrientes. Para probar la eficacia de la bioestimulación en plantas y microorganismos a la mitad del
suelo se le añadió una enmienda (Anexo 2).
Para cada tiesto se pesó el suelo necesario y se esprayó 15 mL de una solución de 6.6 g/Kg o 19.8
g/Kg de Cr (VI),  a continuación se exprayó  15 mL de una solución de 0.66 g/Kg de lindano sobre
150 g de arena de rio y posteriormente se mezcló con el suelo contaminado con Cr (VI). La mezcla
se  homogeneizó  en  un  rotor  durante  20  minutos.  La  contaminación  se  realizó  con  dos
concentraciones de Cr (VI) y una de lindano, de forma que se obtuvieron 6 tipos de suelo según su
contaminación y su enmienda: i) suelo control:  sin enmienda y sin contaminantes, ii)  suelo sin
enmienda, con 100 ppm Cr (VI) y 10 ppm de lindano, iii) suelo sin enmienda, con 300 ppm de Cr
(VI) y 10 ppm de lindano, iv) suelo con enmienda y sin contaminantes, v) suelo con enmienda, con
100 ppm Cr (VI) y 10 ppm de lindano, y vi) suelo con enmienda, con 300 ppm de Cr (VI) y 10 ppm
de lindano. Una vez contaminado, el suelo se dispuso en macetas de 1 L y se dejaron estabilizar los
contaminantes en ese suelo durante un mes (Anexo 3). Al cabo de este periodo se aplicaron los
tratamientos biológicos para determinar la efectividad de las bacterias y las plantas determinando la
concentración o biodisponibilidad del Cr y del lindano y la mejora de la salud del suelo.
El experimento se realizó en un invernadero con condiciones de temperatura y humedad controladas
(25/20  ºC  y  60/70  % HR)  y  unas  condiciones  mínimas  de  luz  de  250  mol  m-2 s-1.  Para  el
experimento se realizaron 4 tratamientos biológicos: i) Control (el suelo sin consorcio bacteriano y
sin plantas), ii) la inoculación del consorcio de bacterias, iii) siembra con colza y sin bacterias, y iv)
la inoculación con bacterias y la siembra de B. napus en los mismos tiestos. Una vez inoculados y
sembrados los  suelos  se  dejaron dos  meses  más creciendo en condiciones  controladas  hasta  la
cosecha final. 
En  total  se  probaron  24  tratamientos:  6  físico-químicos  (de  enmienda  y  contaminación)  y  4
biológicos. 
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Determinación Cr total en suelo
Las  muestras  de suelo  seco  fueron tamizadas  a  un  tamaño de partícula  de 0.125 mm.  Para  la
determinación de la concentración de Cr total, las muestras de suelo fueron sometidas a digestión
ácida (HCl y HNO3 + H2O2) de acuerdo con el método US-EPA 3051 A (2007). La digestión se
realizó en un microondas MARS V. Todos los extractos fueron acidificados con HNO3 al 3 % y
preservados a  4 ºC hasta  su análisis.  Finalmente,  la  concentración de Cr total  fue determinado
mediante Espectrometría de Masas con Plasma Acoplado Inductivamente (ICP-MS) (Agilent 7700).
Determinación Cr (VI) en suelo
Se utilizó una digestión alcalina para la determinación la concentración tanto del Cr (VI) soluble
como del  Cr  (VI)  insoluble  en  agua,  de  acuerdo  con  el  método  US-EPA 3060 A (1996).  Las
muestras de suelo tamizadas por 0.125 mm fueron digeridas con una solución de Na2CO3 0.28 M-
NaOH 0.5 M y calentadas a 95 ºC durante 60 minutos, para solubilizar el Cr (VI) e impedir su
reducción a Cr (III). La determinación del Cr (VI) se realizó espectrofotométricamente mezclando
la solución resultante de la digestión con una solución de 1.5 difenilcarbazida 0.02 M, midiendo la
absorbancia a 540 nm (US-EPA 7196 A, 1992).
Determinación Cr total  en planta 
Para obtener la concentración de Cr total en planta se realizó un proceso de digestión de la biomasa
seca y molida. Se digirieron alrededor de 0.2 g de tejido seco con 5 mL de una solución de HNO3
85% y HClO-4 15%. La digestión se realizó a una temperatura de 195 ºC durante 5 horas hasta la
evaporación total. El Cr total se resuspendió en una solución de 2 % de HNO3 y se preservó a 4 ºC.
Finalmente,  el  contenido  de  Cr  total  fue  determinado  mediante  Espectrometría  de  Masas  con
Plasma Acoplado Inductivamente (ICP-MS) (Agilent 7700).
Determinación lindano en suelo
La determinación de la concentración de lindano del suelo fue realizada de acuerdo con el método
de Fuentes et al. (2011). 10 mL de una disolución agua-metanol-hexano (4:1:5) fue añadida a 5 g de
suelo y la  mezcla se removió por 10 minutos en vortex.  Después de remover,  se centrifugó la
muestra (2500 g durante 10 minutos) y se recogió un volumen adecuado de la fase orgánica para ser
evaporado hasta deshidratarlo. El residuo de lindano del sobrenadante fue extraído (8385 g, 30 min,
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4ºC)  por  extracción  en  fase  sólida  usando  una  columna  C18  (Agilent,  Lake  Forest,  USA).
Finalmente,  el  residuo de lindano fue resuspendido en hexano. Los extractos de lindano fueron
cuantificados en un cromatógrafo de gases (Agilent 7890A).
Determinación lindano en planta
El procedimiento seguido para la extracción del lindano de la planta fue realizado de acuerdo al
método  usado  por  la  Universidad  Politécnica  de  Valencia  (Departamento  de  Tecnología  de
Alimentos) para la  extracción y análisis  de plaguicidas,  el  método “QuEChERS”.  Este  método
presenta dos fases: i) extracción con acetonitrilo,  sulfato de magnesio y acetato de sodio de los
residuos de lindano de las muestras molidas de planta.; ii) limpieza del extracto mediante extración
en fase sólida dispersa y posterior centrifugación y deshidratación para su análisis.  El extracto de
lindano fue extraído mediante extracción en fase sólida dispersa con un kit de Agilent (QuEChERS
AOAC).  La  cuantificación  del  lindano  se  realizó  mediante  un  cromatógrafo  de  gases  (Agilent
2890A).
 
Determinación de la actividad microbiana
La actividad de la comunidad microbiana del suelo se midió a través de la Respiración Basal (RB).
Para la determinación de la respiración basal se pesaron 20 gr de cada suelo en tarros herméticos y
se humedecieron hasta formar un masa uniforme, después se introdujeron viales abiertos con 10 mL
de NaOH 0.2 N, que captura el CO2 liberado por los microorganismos, y se incubaron los tarros
cerrados en una incubadora a 30ºC durante 3 días. Para los blancos se añadieron 10 mL de agua
desionizada en tres tarros herméticos, se introdujeron viales con 10 mL de la disolución de NaOH y
se  incubaron  en  la  incubadora  con  los  demás  tarros.  Al  acabar  el  periodo  de  incubación  se
extrajeron los viales y el contenido se mezcló con 4 mL de cloruro de bario 0.5 N y tres o cuatro
gotas de solución de fenolftaleína (0.1 % p/v en etanol) que actúa como indicador, cambiando de
rosa a incoloro cuando se neutraliza el pH, al valorizar con HCl 0.1 N.
El cálculo de la actividad microbiana se realizó mediante la ecuación:
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C co 2  (µ g Cg s ue l o* h)=  
(V c−V m)   (ml )   *   N  ( E ql )*  12  ( gE q)*  10−3  ( lm l )  *  106  (µ gg ) 
P m  (g )   *  (M S100 ) *  T  (h )
Donde Cco2 corresponde a la tasa  de producción de carbono en forma de Co2 por respiración del suelo; Vc, al volumen
de HCl (mL) usado en la valoración del control sin suelo (blanco); Vm, el volumen de HCl (mL) usado en la valoración
de la muestra; N, a la normalidad de HCl utilizado en la valoración (para nuestro estudio fue de 0,1 N); el valor 12, es el
peso equivalente del C (g/Eq); Pm, el peso del suelo usado en el ensayo; MS, materia seca del suelo (%); T, el tiempo de
ensayo (h).
Determinación de la biomasa microbiana
La biomasa microbiana contenida en el  suelo se midió mediante la  Respiración Inducida por
Sustrato (RIS). Para ello a las muestras de tierra humedecida se les añadió 200 mg de una mezcla
de nutrientes (contenido de glucosa, KH2PO4 y (NH4)2SO4). Se introdujeron viales con 10 mL de
NaOH 0.2 N y se dejaron incubar durante 6 horas a 30ºC. Se prepararon tres blancos a los que se
introdujo 10 mL de agua destilada, se introdujeron viales con el mismo volumen y concentración de
NaOH que para las demás muestras y se incubaron en las mismas condiciones. Por último se extrajo
el contenido de los viales y se hizo la valoración de la misma forma que la descrita para la RB. La
determinación de la RIS se realizó con la misma ecuación con la que se calculó la RB.
Determinación de la diversidad funcional microbiana
Se pesó el  equivalente a  1 g de suelo seco de cada muestra y se introdujo en un tubo Falcon
(previamente  esterilizado)  de  15  mL al  que  se  le  añadió  9  mL de  agua  miliQ  (previamente
esterilizada). Estos tubos se agitaron durante 1 h a 125 rpm en un agitador vaivén. Posteriormente
los tubos se agitaron a mano y con vortex y se dejaron reposar 5 minutos. Pasado ese tiempo se
extrajeron 200 μl de cada tubo en recipientes previamente esterilizados a los que se añadieron 19.8
mL de agua miliQ. De las diluciones resultantes se inocularon 150 μl en placas Biolog Ecoplates®
con ayuda de una pipeta multicanal.  Estas placas se incubaron en estufa a 30 ºC. Se realizó la
lectura en un espectrofotómetro de placas a 585 nm periódicamente a la misma hora de la siembra
durante los 4 días siguientes incluyendo la lectura en el momento en que se sembró la placa. 
A partir de los datos de crecimiento en las placas Biolog Ecoplates® se calcularon tres índices. El
primero,  el  Índice de Riqueza (S) que expresa el  número de substratos utilizados (Abs > 0.25)
durante las primeras 40 h de desarrollo;  el  segundo, el  índice de Actividad de Degradación de
Sustratos (ADS), la actividad de degradación de los sustratos durante la incubación, es un parámetro
que integra los cambios temporales que podrían ocurrir en la tasa de degradación de cada sustrato.
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Resultados y discusión
Contaminantes en el suelo
La concentración de Cr total (Tabla 1) en los suelos tanto sin materia orgánica (MO) como con MO,
se corresponde con la concentración añadida en el momento de la contaminación de los suelos,
incluyendo  el  cromo  que  ya  contenía  el  suelo  antes  de  contaminar,  por  lo  que  el  método  de
aplicación de los contaminantes homogeneizó adecuadamente la solución de Cr (VI) y lindano en el
suelo. Por otro lado, ninguno de los tratamientos ensayados fue capaz de reducir el contenido de Cr
total del suelo, pero si la concentración de Cr (VI) biodisponible.
La mayor disminución de Cr(VI) se observó durante el periodo de estabilización en el que no había
presente ningún tratamiento biológico (Anexo 3). Este proceso fue debido a factores endógenos del
suelo y a los microorganismo presentes en él que pudieron generar reacciones químicas tales como
hidrólisis, reducciones y precipitación (Zayed y Terry, 2003; Di Palma et al., 2015) que redujeron
Cr(VI) a Cr(III). En el suelo sin enmienda estas transformaciones fueron debidas principalmente a
reacciones del cromo con los compuestos inorgánicos presentes en el suelo, capaces de reducir,
inmovilizar y precipitar el cromo (Taghipour y Jalali, 2016), ya que sólo poseía 1.04 % de materia
orgánica  (Anexo  1).  Estas  reacciones  se  fueron  condicionadas  por  las  condiciones  redox,  la
capacidad de intercambio de cationes, los niveles del metal y el  pH del suelo como factor más
importante (Shahid et al., 2014; Taghipour y Jalali, 2016). En el suelo los aniones precipitantes más
abundantes  eran  los  carbonatos,  con  el  54.7  %,  y  los  fosfatos,  con  el  7.2  %,  que  fueron  los
compuestos inorgánicos capaces de producir la reducción del cromo (VI) biodisponible (Park et al.,
2011). 
La enmienda de MO es el tratamiento que mayor reducción originó en los suelos, gracias al efecto
combinado de los compuestos inorgánicos, con el de los compuestos orgánicos que aportó la MO y
el efecto positivo que produjo la materia orgánica en los microorganismos del suelo. La materia
orgánica contenía nutrientes entre otros compuestos que ayudaron a los microorganismos y a las
plantas  a  sobrevivir  en  las  condiciones  desfavorables  de  contaminación  del  suelo,  y  a  su  vez
mejoraron su capacidad remediadora. Además la MO aportó compuestos orgánicos estables capaces
de reducir  el  cromo (VI) (Taghipour y Jalali,  2016).  Estos suelos llegaron a reducir  el  Cr (VI)
extraíble en más de un 99 %. La estabilización química con enmiendas orgánicas es una alternativa
respetuosa con el medio ambiente, con un coste-eficacia adecuado para la remediación de suelos
contaminados con metales (Galende et al., 2014b).
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Los tratamientos biológicos también fueron capaces de reducir el cromo (VI) biodisponible (Tabla
1), siendo más perceptible esta disminución en los suelos sin enmienda, debido a que estos suelos
durante el periodo de estabilización no redujeron tanto la concentración del Cr (VI) como los suelos
con enmienda y aún permanecían en el suelo concentraciones altas del contaminante. La selección
de  bacterias  capaces  de  reducir  el  cromo  (VI)  eficientemente  (Loyd,  2003)  tienen  un  papel
importante  en  la  biorremediación  (Polti  et  al.,  2007),  debido  a  que  el  consorcio  de  bacterias
inoculado es el organismo más eficaz para para reducir el Cr (VI). Por otro lado, un alto contenido
de Cr(VI) en la zona rizosférica de las plantas produce una exudación por las raíces de ácidos
orgánicos como el oxálico, málico o cítrico que puede ayudar tanto a la reducción del contenido de
Cr (VI) (Zeng et al., 2008) como a la proliferación de las bacterias. La acción conjunta de ambos
organismos combinó y mejoró su capacidad de reducir la biodisponibilidad del Cr (VI), y es por
esto que la mayor reducción del contaminante lo realizó el tratamiento de plantas+bacterias.
Tabla 1. Concentración de Cr total en suelo, Cr (VI) extraíble en suelo y lindano en suelo. Las concentraciones se
expresan en mg/Kg. Media ± error estándar (n=3).
La biodisponibilidad  del  contaminante  orgánico  en  el  suelo  (Tabla  1)  tuvo un comportamiento
contrario al del Cr (VI), reduciéndose más su concentración en los tratamientos sin MO que en los
suelos enmendados. Este efecto pudo ser debido a dos factores: i) la ausencia de carga del lindano
impidió que los compuestos del suelo interaccionasen con él y disminuyesen su biodisponibilidad;
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Media ES Media ES Media ES Media ES
0 Cr + 0 Ld 25,2 ± 0,23 25,1 ± 0,41 25,1 ± 0,89 25,2 ± 0,65
100 Cr + 10 Ld 125,3 ± 0,26 126,0 ± 0,66 125,4 ± 1,50 125,1 ± 0,36
300 Cr + 10 Ld 325,9 ± 1,21 324,3 ± 0,59 324,2 ± 0,41 324,7 ± 0,37
0 Cr + 0 Ld 25,6 ± 1,03 25,7 ± 0,99 25,0 ± 0,21 25,7 ± 1,15
100 Cr + 10 Ld 124,9 ± 0,50 128,0 ± 1,42 126,1 ± 1,92 124,4 ± 0,89
300 Cr + 10 Ld 324,9 ± 0,40 325,2 ± 1,10 325,3 ± 0,59 324,9 ± 1,18
0 Cr + 0 Ld 0,02 ± 0,00 0,02 ± 0,00 0,02 ± 0,01 0,02 ± 0,00
100 Cr + 10 Ld 19,6 ± 0,65 4,96 ± 0,15 20,3 ± 1,42 0,79 ± 0,09
300 Cr + 10 Ld 123,2 ± 1,63 61,5 ± 0,89 104,1 ± 2,09 52,2 ± 1,49
0 Cr + 0 Ld 0,09 ± 0,01 0,04 ± 0,01 0,02 ± 0,01 0,03 ± 0,00
100 Cr + 10 Ld 1,10 ± 0,04 1,08 ± 0,05 1,32 ± 0,26 1,20 ± 0,17
300 Cr + 10 Ld 2,40 ± 0,02 1,20 ± 0,11 1,50 ± 0,20 1,36 ± 0,12
0 Cr + 0 Ld 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00
100 Cr + 10 Ld 5,55 ± 0,12 4,63 ± 0,19 5,56 ± 0,17 3,52 ± 0,14
300 Cr + 10 Ld 5,53 ± 0,23 4,54 ± 0,23 5,62 ± 0,20 4,67 ± 0,13
0 Cr + 0 Ld 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00
100 Cr + 10 Ld 9,86 ± 0,09 6,61 ± 0,18 9,05 ± 0,11 5,97 ± 0,39
300 Cr + 10 Ld 9,93 ± 0,14 6,63 ± 0,19 7,19 ± 0,20 5,51 ± 0,15













ii) a pesar de que la enmienda proporcionase nutrientes y estimulase a los microorganismo y plantas
del suelo, estos degradaron menor cantidad de lindano, posiblemente al poseer otros compuestos
orgánicos más fácilmente asimilables y degradables con los que alimentarse. Estas dos fueron la
posibles razones por las que los tratamientos sin enmienda fueron más eficientes a la hora de reducir
la biodisponibilidad del contaminante orgánico.
Tanto en los suelos con enmienda como en los suelos que carecían de ella, la mayor reducción del
contaminante  orgánico  la  generaron  los  tratamientos  biológicos,  siendo  el  tratamiento  de
bacterias+plantas el que redujo en mayor medida el contenido de lindano en el suelo por la acción
conjunta de ambos organismos como ocurrió con el Cr (VI). Se han descrito bacterias seleccionadas
de suelos contaminados con pesticidas capaces de degradar contaminantes organoclorados como el
lindano (Alvarez et al., 2012), así como plantas crecidas en suelos con alto contenido en pesticidas
capaces de bioacumular y degradar esos compuestos (Barriada-Pereira  et al., 2005) por lo que la
introducción de ambos organismos combinaron y mejoraron su capacidad de reducir  el  lindano
como ocurría con el Cr(VI).
Contaminantes en la planta
Para  ver  en  que  medida  la  planta  fitorremediadora  era  capaz  de  retirar  Cr  (VI)  del  suelo  se
determinó la concentración de los contaminantes acumulados por la planta en dos órganos distintos:
i) parte aérea y ii) raíz. Se obtuvo que el Cr (Tabla 2) se acumuló más en la raíz que en la parte
aérea  independientemente  del  tratamiento,  sin  embargo,  las  plantas  acumularon  cantidades
pequeñas  del  contaminante,  indicando  que  las  bacterias  del  suelo  fueron  los  principales
responsables de reducir el Cr (VI). La mayor acumulación del metal en la raíz pudo ser debida a que
el metal se inmovilizó en las vaculoas de las células radicales para disminuir su toxicidad (Shanker
et al., 2005). En los tratamientos sin MO las plantas no sobrevivieron en los suelos con 300 ppm de
Cr (VI) y únicamente sobrevivieron en el tratamiento biológico de bacterias+plantas con  100 ppm
de Cr (VI),  lo  que nos indica que la  interacción entre  el  consorcio de bacterias y la colza fue
beneficioso para la supervivencia de las plantas, y que las bacterias tuvieron un papel importante en
su supervivencia. En los tratamientos con MO todas las plantas sobrevivieron. La acumulación de
Cr (VI) en la parte aérea fue independiente del contenido del metal en el suelo. En cambio en la raíz
se dio una mayor acumulación del metal en los tratamientos con 300 ppm de Cr (VI), y la mayor
acumulación en el tratamiento de bacterias+plantas. Este último hecho puedo ser debido a que las
bacterias introducidas facilitaron a la colza a extraer el Cr (VI) del suelo, confirmando así otra vez
que este tratamiento fue el más efectivo para reducir el Cr (VI) biodisponible del suelo.
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Tabla 2.  Contenido de Cr (mg/kg) en la parte aérea y en la raíz de las plantas de
colza. Media ± error estándar (n=3).
La concentración de lindano en las plantas de colza (Tabla 3) se comportó de forma opuesta al
cromo. Así, se dio una mayor acumulación en la parte aérea que en la raíz, como describe Barreira-
Pereira et al. (2005), acumulando en la parte aérea entre un 5-1 % del la concentración de lindano
en el suelo. La MO no favoreció la toma del contaminante orgánico por la misma razón por la que
no favoreció la reducción en el suelo, mencionada anteriormente. El consorcio de bacterias tampoco
ejerció ningún efecto positivo sobre la toma del contaminante orgánico por parte de las plantas. La
fracción de lindano acumulada por la colza fue muy pequeña, indicando que las bacterias fueron
los organismos principales en la degradación del contaminante orgánico.
Tabla 3. Contenido de lindano (mg/Kg) de la parte aérea y de la raíz de las plantas de
colza. Media ± error estándar (n=3).
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Media ES Media ES
0 Cr + 0 Ld 0,39 ± 0,02 0,41 ± 0,01
100 Cr + 10 Ld n.p. 2,68 ± 0,02
300 Cr + 10 Ld n.p. n.p.
0 Cr + 0 Ld 0,36 ± 0,02 0,50 ± 0,02
100 Cr + 10 Ld 0,38 ± 0,01 0,51 ± 0,01
300 Cr + 10 Ld 0,40 ± 0,03 0,49 ± 0,01
0 Cr + 0 Ld 0,69 ± 0,02 0,72 ± 0,03
100 Cr + 10 Ld n.p. 15,9 ± 0,12
300 Cr + 10 Ld n.p. n.p.
0 Cr + 0 Ld 0,71 ± 0,04 0,95 ± 0,04
100 Cr + 10 Ld 2,57 ± 0,20 5,85 ± 0,03








Media ES Media ES
0 Cr + 0 Ld 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00
100 Cr + 10 Ld n.p. 0,17 ± 0,02
300 Cr + 10 Ld n.p. n.p.
0 Cr + 0 Ld 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00
100 Cr + 10 Ld 0,25 ± 0,01 0,22 ± 0,02
300 Cr + 10 Ld 0,24 ± 0,02 0,24 ± 0,05
0 Cr + 0 Ld 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00
100 Cr + 10 Ld n.p. 0,13 ± 0,03
300 Cr + 10 Ld n.p. n.p.
0 Cr + 0 Ld 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00
100 Cr + 10 Ld 0,13 ± 0,02 0,13 ± 0,01








Biomasa de las plantas
En al Figura 1 se observa que las plantas que crecieron sin MO generaron una menor biomasa que
las plantas que crecieron con aporte de M.O, que tuvieron mayor crecimiento gracias al aporte de
nutrientes (Galende et al., 2014a), incluso en presencia de 300 ppm de Cr+ 10 ppm de linadno. Esta
variación fue igual en la parte radical y en la parte aérea.
La toxicidad del Cr (VI) hizo que la biomasa de las plantas de colza disminuyera, y como ya se
describió  anteriormente,  las  plantas  sin  enmienda  no  sobrevivieron  excepto  en  los  casos
mencionados.  Esto  es  debido  a  la  alta  toxicidad  del  Cr(VI),  incluso  a  bajas  concentraciones
(< 1mg/Kg) (Marti et al., 2013). Esta toxicidad ha sido descrita en artículos como el de Cervantes et
al. (2001). La toxicidad del Cr (VI) es debida a la reducción del Cr(VI) a Cr (III) que implica la
formación de complejos de Cr (V), los cuales pueden interactuar con el H2O2 y formar radicales de
oxígeno que desencadenan una serie de reacciones en las células como daños en las membranas,
inactivación de enzimas y daño en el DNA. Esto causa efectos perjudiciales en la germinación, y en
otros procesos del desarrollo de la planta, llegando a causar su muerte (Tiwari et al., 2009). 
Figura 1. Biomasa (g) de la parte aérea y de la raíz de plantas de colza. Media ± error estándar (n=3).
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Bioindicadores microbianos de la salud del suelo
Los parámetros microbianos medidos permiten comparar el estado de salud de los suelos en función
de  los  tratamientos  físico-químicos  y  biológicos  que  se  aplicaron.  Entre  ellos,  la  RB  permite
comparar de la actividad microbiana en los distintos suelos (Figura 2). En todos los tratamientos se
aprecia una tendencia a disminuir la actividad bacteriana con el aumento de contaminación debido
al estrés y toxicidad que producen los contaminantes. La RB nos muestra que la adición de MO
favoreció la  actividad microbiana gracias al  aporte  de nutrientes  fácilmente asimilables  por los
microorganismos del suelo (Galende et al., 2014a) y disminuyó el estrés de las bacterias ante los
contaminantes. Por  eso  las  comunidades  microbianas  de  los  suelos  sin  MO no aumentaron su
actividad en ninguno de los tratamientos biológicos al tener menos nutrientes disponibles y tener
que aprovechar el contaminante orgánico como alternativa. La comunidad bacteriana de los suelos
con enmienda, 100 ppm de Cr(VI) + 10 ppm de lindano y en presencia de colza fue capaz de
mantener la misma actividad que en los controles, pudiendo ser gracias a los exudados de ácidos
orgánicos  liberados por  las  raíces  de  las  plantas  (Zeng  et  al.,  2008)  que  permitieron mantener
comunidades microbianas en presencia de contaminantes, patógenos y estrés abiótico.
Figura 2. Respiración Basal (RB) medida como la tasa de producción de Carbono (g C g-1 suelo h-1).
Media ± error estándar (n=3).
La respiración  inducida  por  sustrato  (RIS)  nos  muestra  la  biomasa  microbiana  potencial  de  la
comunidad bacteriana del suelo. Como se puede observar en la Figura 3, añadir materia orgánica
contribuyó  a  un  pequeño  aumento  de  la  biomasa  de  las  bacterias  en  todos  los  tratamientos,
ocasionado por el aporte de nutrientes (Galende  et al., 2014c). Esta diferencia entre tratamientos
con y sin MO fue menor comparado con la diferencia entre los mismos tratamientos en la RB.
16
No obstante, en el suelo tratado con enmienda y con bacterias+plantas fue donde se midió mayor
biomasa microbiana. Como ocurría en la RB tanto en los tratamientos con MO como en los que no
contenían  MO  se  observa  una  tendencia  a  disminuir  la  biomasa  con  el  aumento  de  la
contaminación, debido a la toxicidad y el estrés generados por los contaminantes.
Figura  3.  Respiración  Inducida  por  Sustrato  (RIS)  medida  como la  tasa  de  producción  de  Carbono
(g C g-1 suelo h-1). Media ± error estándar (n=3).
La biodiversidad microbiana de los suelos medida en las placas Biolog Ecoplates ®, nos permite
calcular varios índices con los que comparar la diversidad funcional microbiana de los suelos. El
Índice de Riqueza (S) permite conocer el número de sustratos que han sido capaces de utilizar las
bacterias durante su crecimiento. Como se puede observar en la Figura 4 la contaminación tuvo un
efecto muy perjudicial en la biodiversidad de las comunidades bacterianas, especialmente de los
suelos sin materia orgánica. Sin embargo, el efecto negativo de la contaminación en este índice fue
aplacado  por  la  introducción  de  enmienda  junto  con  la  presencia  de  plantas  y  el  consorcio
bacteriano, incluso en los suelos con el mayor nivel de contaminación. La acción conjunta de ambos
organismos en la reducción de la biodisponibilidad de los contaminantes y que la enmienda y las
plantas  creasen  ambientes  con  menos  estrés  para  los  microorganismos  fueron  factores  que
posibilitaron el gran aumento en la biodiversidad. Como describen Burges et al., (2016) la adición
de MO y la estimulación con plantas de Festuca rubra aumentan los índices de diversidad funcional
microbiana,  mejorando  la  salud  de  suelos  contaminados  por  metales  pesados. La  adición  del
consorcio bacteriano en suelos con MO no aumentó en gran medida la utilización de sustratos
pudiendo estar relacionado con la baja biomasa bacteriana obtenida en estos tratamiento. También
pudo  ser  debido  a  que  las  cepas  inoculadas  fueron  competitivas  por  los  recursos  afectando
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negativamente al resto de microorganismos y causando una disminución en la diversidad funcional
microbiana.
Figura 4. Número de sustratos utilizados e la placas Biolog Ecoplates ® Media ± error estándar (n=3).
La Actividad de Degradación de Sustratos (ADS) es un índice de diversidad funcional que integra
tanto  la  diversidad de  sustratos  utilizados  como el  grado de  actividad de  degradación  de  esos
sustratos. Al igual que el índice de riqueza,  la falta de MO hizo que la contaminación tuviera un
efecto  más  perjudicial  en  los  microorganismos  del  suelo  (Fig  5).  Este  parámetro  nos  muestra
resultados muy similares a los mostrados por el índice de riqueza reforzando el efecto positivo de
las plantas en la diversidad funcional de los microorganismos, es decir,  que el  tratamiento con
plantas fue el más eficaz para mejorar la biodiversidad bacteriana.
Figura 5. Actividad de degradación de sustratos en placas Biolog Ecoplates ® Media ± error estándar (n=3).
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Conclusiones
El tratamiento que agrupa las tecnologías de bioestimulación por enmienda, biaumentación con el
uso de un consorcio de bacterias y fitorremediación con plantas de B. napus es el más eficaz para
descontaminar suelos que presentan contaminación mixta con Cr (VI) y lindano.
El tratamiento de suelos que presentan contaminación mixta con enmienda orgánica, inóculo de
bacterias y planta fitorremediadora es el que mejora en mayor medida el estado de salud del suelo.
La MO es el mejor tratamiento individual para descontaminar suelos que presentan contaminación
mixta. La MO disminuye eficazmente la biodisponibilidad del Cr (VI) que es altamente toxico y por
lo  tanto  prioritario  a  inmovilizar  en  el  suelo,  a  pesar  de  que  no  disminuya  eficazmente  la
biodisponibilidad del lindano en el suelo.
La  MO  es  el  tratamiento  individual  más  eficaz  para  incrementar  la  actividad  y  biomasa
microbianas.
La presencia de plantas fitorremediadoras es un factor decisivo para incrementar la biodiversidad
microbiana
La bioestimulación mejora el desarrollo de las plantas de colza en suelos contaminados. La materia
orgánica ayuda a la supervivencia de las plantas y a que posean mayor biomasa. Esto puede ser
aprovechado para  la obtención de biocombustible disminuyendo al coste económico.
Es necesario seguir investigando en tecnologías respetuosas con el medio ambiente para restaurar
de manera eficiente suelos contaminados. Así como realizar más estudios para conocer y mejorar el
potencial  de  la  colza  como  planta  fitorremediadora  en  suelos  contmainados  para  generar
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ANEXOS
Anexo 1.  Parámetros químicos y edafológicos de la zona de estudio en ausencia y en presencia de
Materia Orgánica (MO).
Anexo 2. Parámetros químicos y edafológicos de la enmienda añadida.
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Determinación de parámetros Enmienda
pH (unidades de pH) 7,99
Materia Orgánica (%) 38,2
Nitrógeno total (%) 1,68
Nitrógeno orgánico (%) 1,54
Relación C/N 12,7











Determinación de parámetros - MO + MO
pH (unidades de pH) 8,55 7,9
Materia Orgánica (%) 1,04 5,4
Nitrógeno total (%) 0,09 0,19
Relación C/N 6,72 16,1
Fósforo Olsen (ppm) 7,2 32,09
Carbonatos (%) 54,69 -
Calcio asimilable (meq/100 g) 0,61 -
Magnesio asimilable (ppm) 85 -
Cu (mg/kg) 5,4 20
Zn (mg/kg) 35,2 56
Cd (mg/kg) 0,51 0,02
Pb (mg/kg) 9,02 42
Cr (mg/kg) 11,18 18
Anexo 3. Cromo extraíble y lindano (mg/Kg)  al inicio y al final  del periodo de estabilización de los contaminantes en
el suelo. Media ± error estándar (n=3).
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Cromo
- MO + MO
100 ppm Cr (VI) 300 ppm Cr (VI) 100 ppm Cr (VI) 300 ppm Cr (VI)
Día Media SE Media SE Media SE Media SE
0 88,13 ± 1,38 196,24 ± 2,23 11,35 ± 0,49 134,46 ± 3,87
30 19,33 ± 0,7 123,79 ± 0,94 1,11 ± 0,01 2,58 ± 0,18
Lindano
- MO + MO
100 ppm Cr (VI) 300 ppm Cr (VI) 100 ppm Cr (VI) 300 ppm Cr (VI)
Día Media SE Media SE Media SE Media SE
0 13,69 ± 0,87 14,03 ± 0,88 15,32 ± 0,61 13,36 ± 0,57
30 6,83 ± 0,93 7,16 ± 0,48 10,13 ± 0,27 10,36 ± 0,26
